













筑 波 大 学 
 








































第１章 緒言 1 
1.1  法医学における薬毒物 1 
1.1.1 薬毒物鑑定の意義 1 
1.1.2 薬毒物中毒の情勢 2 
1.1.3 薬毒物の分析法 3 
1.2  薬毒物の抽出 4 
1.2.1  液液抽出法 4 
1.2.2 固相抽出法 5 
1.2.3 ヘッドスペース法 6 
1.3  NeedlEx 濃縮法 7 
1.4 本研究の目的 9 
第２章 体液試料からのカルバメートの分析への NeedlEx®の応用 10 
2.1 序論 10 
2.2 実験材料と方法 11 
2.2.1 試薬と材料 11 
2.2.2 サンプル調製 12 
2.2.3 GC-MS 分析条件 13 
 2.3 結果 14 
  2.3.1 加水分解の反応条件の最適化 14 
  2.3.2 クロロギ酸メチルによる誘導体化条件の最適化 16 
  2.3.3 誘導体化カルバメートのクロマトグラム 18 
  2.3.4 誘導体化カルバメートのマススペクトル 20 
  2.3.5 誘導体化カルバメート分析における検量線、検出限界、精度 22 
 2.4 考察 28 
  2.4.1 クロロギ酸メチルによる誘導体化条件の最適化 28 
  2.4.2 誘導体化カルバメートの GC-MS 分析結果 29 




第３章 焼死体血液からの燃焼由来物質（CVSs）の分析への NeedlEx® 
の応用 31 
 3.1 序論 31 
 3.2 実験材料と方法 32 
3.2.1 試薬と材料 32 
3.2.2 サンプル調製 34 
3.2.3 GC-MS 分析条件 35 
3.2.4 焼死体血液中の COHb 飽和度およびシアン化物濃度の測定 36 
3.2.5 統計分析 37 
 3.3 結果 38 
  3.3.1 SVCs のスクリーニング分析結果 38 
  3.3.2 建物火災による焼死の 36 事例 42 
  3.3.3 灯油による焼身自殺の 17 事例 44 
  3.3.4 ガソリンによる焼身自殺の 6 事例 47 
  3.3.5 CVSs の検出数が少ない事例 51 
  3.3.6 CVSs 検出頻度の算出 52 
  3.3.7 血液中の CVSs と COHb、シアン化物、煤の量の関連性 54 
 3.4 考察 56 
  3.4.1 CVSs 検出頻度の考察 56 
  3.4.2 CVSs の発生源 57 
  3.4.3 血液中の CVSs と COHb、シアン化物、煤の量の関連性 58 
  3.4.4 喫煙の影響 59 
 3.5 結論 61 













































一酸化炭素であり、全国で年間 3000 件を超える中毒事故のうちの約 7 割を占め













































ベンゼンやトルエン等の低分子化合物 25,26 やジメトエート 27、フェニトロチオン
28 等の揮発性有機リン系毒物等が適している。LC-MS/MS は GC-MS とは反対に、
アミノ基等のプロトン親和力の高い構造を持つ低揮発性化合物に対して有効で
あり、メタンフェタミン（覚せい剤）29、メチルメトカチノン 30、コカイン 31 等
の精神神経系薬物や三環系抗うつ薬 32,33 等の催眠鎮静薬、アコニチン系アルカロ
イド 34,35 やストリキニーネ 36 等の天然毒等に対して高感度分析が可能である。
また、LC-MS/MS はイオン化段階ではあまりフラグメンテーションを起こしづ
らく、カラムでの分離能が低いために、法医学の場面において未知試料を分析






1.2  薬毒物の抽出 
 





の一種である Stas-Otto 法がある 37。この方法は、1850 年に Jean-Servais Stas によ
























































































1.3  NeedlEx 濃縮法 
 
 NeedlEx（ニードレックス）濃縮法は 2003 年に考案された新しい抽出方法で、
濃縮媒体が充填された長さ約 10 cm のニードル形状をした NeedlEx®を用いて抽






































 NeedlEx®は 2005 年に石澤らによって初めて法科学に応用された 79。石澤らは

































を活用し、焼死体血液中の燃焼由来の揮発性物質 (combustion-derived volatile 


































































Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan)から購入した。各カルバメートの標準
溶液は（500 g/ml）20%（v/v; ethanol/water）エタノール水溶液となるように調
製した。標準ヒト血清は Jackson Immuno Research, Inc.（PA, USA）から購入した。
尿試料は健常人より採取した。 
NeedlEx®はカルバメートを選択的に吸着させるようにジビニルベンゼン型ポ
リマーを充てんしたものを Shinwa Chemical Industries（Kyoto, Japan）と共同で試
作した。NeedlEx®に接続する北川式吸引ポンプ（AP-20）は Komyo Rikagaku Kogyo 



































バメート添加尿または血清 1 ml に 0.2 M 水酸化ナトリウム水溶液 1 ml をバイア
ル瓶内で混合し、室温で 5 分間静置して加水分解処理を行った。次に一定量の




GC-MS の注入口に挿入した。NeedlEx®を挿入した状態で 10 秒間保持した後に、











































2.2.3 GC-MS 分析条件 
 
GC-MS は Shimadzu GCMS-QP2010 Plus（Shimadzu Co., Ltd., Kyoto, Japan）を使
用し、Electron ionization mode で作動させた。カラムは InertCap® 1MS capillary 






































度の水酸化ナトリウム水溶液 1 ml を添加してから 5 分間静置し、カルバメート
が最大ピーク面積値を取る水酸化ナトリウム水溶液濃度を求めた（図４下）。そ


























































































































 異なる体積のクロロギ酸メチル（60, 80, 100, 120 l）および 1.5 M 炭酸バッフ
ァー（pH 9.3）（0, 1, 2 ml）を用いて、最適な誘導体化条件を調査した。各体積
のクロロギ酸メチルと 1.5 M 炭酸バッファー（pH 9.3）を加水分解後の NAC 試
料に添加し、誘導体化を行った結果を図５に示す。検出された誘導体化 NAC の
ピークの面積値は、添加したクロロギ酸メチルの量およびバッファーの量に大
















































































Volume of MCF / l 
: no buffer
: buffer 1 ml







得られたクロマトグラムをそれぞれ図６A および C に示す。陰性対照試料とし
て、ブランク尿およびブランク血清から抽出し分析した結果得られたクロマト






10.7、10.7、12.5 分に観測された。PHC と BPMC に由来するピークのオーバー
ラップが確認された。カルバメート誘導体のクロマトグラムでは、MTMC、MIPC、
XMC、MPMC、BPMC、PHC、NAC の誘導体化物に由来するピークがそれぞれ











































図６. A: カルバメート添加尿、B: ブランク尿（陰性対照）、C: カルバメート添
加血清、D: ブランク血清（陰性対照）に誘導体化処理を行い、NeedlEx®に
より抽出し GC-MS で分析した結果得られたクロマトグラム、および E: カ













加するので、NAC に着目すると誘導体化 NAC はマススペクトルから観測され
た分子イオンピークが m/z 201 から m/z 202 へ１増加していることが確認できた。
また、いずれのカルバメートも誘導体化前後でフラグメントイオンを比較する
と、誘導体化後にフラグメントイオンの数が増加した。これにより非常に類似
した EI マススペクトルを示していた XMC（図７C）と MPMC（図７D）が、誘
導体化後の XMC（図７C’）では m/z 136 のフラグメントイオンが増え、ベース
ピークが m/z 91 となり、誘導体化後の MPMC（図７D’）では m/z 135 のフラグ
メントイオンが増え、ベースピークが m/z 121 となったことにより明らかに異な
る EI マススペクトルに変化した。これにより、従来の GC-MS 分析では識別が















図７. A: MTMC、B: MIPC、C: XMC、D: MPMC、E: BPMC、F: PHC、G: NAC の
EI マススペクトル、および A’から G’はそれぞれ対応する誘導体化カルバメ












料からの抽出では各検出限界が、誘導体化 MTMC が 0.1g/ml、誘導体化 MPMC
が 0.5 g/ml、誘導体化 XMC が 0.1 g/ml、誘導体化 MIPC が 0.05 g/ml、誘導体
化 PHC が 0.5 g/ml、誘導体化 BPMC が 0.05 g/ml、誘導体化 NAC が 0.5 g/ml
であった。血清試料からの抽出では誘導体化 MTMC が 0.5 g/ml、誘導体化
MPMC が 0.5 g/ml、誘導体化 XMC が 0.5 g/ml、誘導体化 MIPC が 0.5 g/ml、




10、20 g/ml の濃度における RSD、血清試料では 5、10、20 g/ml の濃度におけ












































R2 = 0.999, MTMC
R2 = 0.999, MIPC
R2 = 0.999, XMC 
R2 = 0.998, MPMC
R2 = 0.999, BPMC 
R2 = 0.994, PHC
































































R2 = 0.999, MTMC
R2 = 0.999, MIPC
R2 = 0.999, XMC 
R2 = 0.999, MPMC
R2 = 0.997, BPMC 
R2 = 0.999, PHC

































































 Compounds LOD  (g/ml) Linearitya Range of linearity (g/ml) Correlation coefficient
MTMC derivative 0.1 y = 0.1572x - 0.0316 1-20 0.999
MPMC derivative 0.5 y = 0.0938x - 0.0517 1-20 0.998
XMC derivative 0.1 y = 0.2276x - 0.0966 1-20 0.999
MIPC derivative 0.05 y = 0.5225x - 0.1347 1-20 0.999
PHC derivative 0.5 y = 0.0514x - 0.0444 1-20 0.994
BPMC derivative 0.05 y = 0.6997x - 0.1962 1-20 0.999
NAC derivative 0.5 y = 0.0307x - 0.038 1-20 0.992

































 Compounds LOD (g/ml) Linearity Range of linearity (g/ml) Correlation coefficient
MTMC derivative 0.5 y = 0.1119x - 0.0234 5-20 0.999
MPMC derivative 0.5 y = 0.0385x - 0.0269 5-20 0.999
XMC derivative 0.5 y = 0.0966x - 0.0693 5-20 0.999
MIPC derivative 0.5 y = 0.1711x - 0.1413 5-20 0.999
PHC derivative 1 y = 0.0217x - 0.0155 5-20 0.999
BPMC derivative 0.5 y = 0.1057x - 0.1354 5-20 0.997



































Intraday precision (RSDb%, n=5)
Urine Serum
1 g/ml 5 g/ml 10 g/ml 20 g/ml 5 g/ml 10 g/ml 20 g/ml
MTMC derivative 0.84 0.57 0.42 1.09 3.05 4.12 2.19
MPMC derivative 2.39 2.16 1.43 3.70 4.26 4.27 3.40
XMC derivative 1.75 1.45 1.05 3.43 4.01 4.97 3.67
MIPC derivative 1.62 0.82 0.65 4.29 4.37 5.58 4.04
PHC derivative 2.67 5.03 2.63 5.36 4.48 5.64 3.20
BPMC derivative 2.15 1.71 1.43 5.94 4.83 6.33 4.59
NAC derivative 3.78 6.32 3.04 2.76 7.35 8.77 5.70
























上記のような複数の因子が拮抗し、1.5 M 炭酸バッファー1 ml およびクロロギ酸











































































値を示すことや血液中シアン化物濃度が 0.25 g/ml 以上であれば焼死を強く支
持する結果であるということができる 95。また、血液中 COHb 飽和度が 60%以
上、もしくは血液中シアン化物濃度が 3.0g/ml 以上であれば、それら単独で重
要な致死因子である。しかしながら、すべての解剖所見が必ずしも揃うとは限
らない。例えば、焼死の剖検例で、血液中 COHb 飽和度が 10%以下であったこ










されるため 100-102、CVSs を濃縮してから分析する必要がある。 

















ナフタレン（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan） 
ピロール、フェニルアセチレン、2-エチルトルエン、3-エチルトルエン、4-エ
チルトルエン、1,2-ジクロロベンゼン、1,3-ジクロロベンゼン、1,4-ジクロロベン
ゼン（Sigma–Aldrich, St. Louis, MI, USA） 
2,3-ベンゾフラン、2-メチルスチレン、3-メチルスチレン、4-メチルスチレン、
1-エチル-2-メチルベンゼン、1-エチル-3-メチルベンゼン、1-エチル-4-メチルベ
ンゼン（Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan） 
 灯油スタンダード（Super Viva Home do-it-yourself store, Saitama, Japan）および
ガソリン（レギュラー）スタンダード（ENEOS gas station, JX Nippon Oil & Energy 
Corporation, Tokyo, Japan）は助燃剤を使用した焼身自殺者の血液中の石油成分と
比較するために使用した。 
NeedlEx®（fire probe タイプ）は Shinwa Chemical Industries (Kyoto, Japan) から
購入した。NeedlEx®に接続する北川式吸引ポンプ（AP-20）は Komyo Rikagaku 
Kogyo K.K.（Kanagawa, Japan）から購入した。 
陰性対照として用いた標準ヒト血液は KOJIN BIO（Saitama, Japan）より購入
した。 
また、本研究では、2013 年から 2015 年の茨城県において火災により焼死した
死体 61 検体を対象とした。61 検体を 4 つの区分に分類し、36 検体が建物火災
による焼死者、17 検体が灯油を用いた焼身自殺者、6 検体がガソリンを用いた
焼身自殺者、2 検体が屋外での焼死者とした。これら 61 検体の血液中の CVSs、
33 
 


































 焼死体の血液、もしくは陰性対照血液 3 ml を 25 ml 容量のバイアル瓶に入れ、
密閉し、室温で 5 分間静置した。吸引ポンプを接続した NeedlEx®をバイアル瓶
のヘッドスペース部分に挿入し、100 ml 分を吸引した。吸引後、NeedlEx®をガ
スタイトシリンジに付け替え、GC-MS の注入口に挿入した。NeedlEx®を挿入し
た状態で 10 秒間保持した後に、NeedlEx®内に捕集された CVSs を GC-MS に注
入した。 
 焼死体周辺の燃焼残渣はチャック付きプラスチック袋に入れ、室温で 5 分間
静置した後、上記と同様の操作を行い、CVSs の分析を行った。 
 灯油スタンダードおよびガソリンスタンダードはバイアル瓶に 1l 滴下し、室





















3.2.3 GC-MS 分析条件 
 
 GC-MS は Shimadzu GCMS-QP2010 Plus （Shimadzu Co., Ltd., Kyoto, Japan）を
使用し、Electron ionization mode で作動させた。カラムは InertCap®1MS capillary 




























3.2.4 焼死体血液中の COHb 飽和度およびシアン化物濃度の測定 
 
血液中 COHb 飽和度の測定は Ishizawa の方法に従って行った 103。すなわち、
血液を 0.1 %炭酸ナトリウム水溶液で希釈した後、少量のハイドロサルファイト
ナトリウムを添加し、419 nm と 425 nm の吸光度を測定して得られた吸光度比か
ら COHb 飽和度を算出した。装置は V-630 spectrophotometer (JASCO Corporation, 
Tokyo, Japan)を使用した。 
血液中シアン化物濃度の測定は Darr らの方法に従って行った 104。すなわち、
血液0.5 mlを15 ml容量のセプタム付きスクリューキャップタイプのバイアル瓶
に入れ、1 M アスコルビン酸水溶液 0.03 ml および超純水 0.27 ml を添加した。
密閉後、シリンジでセプタム部分を通して 50%リン酸 0.2 ml を添加し、攪拌し
た。バイアル瓶を 30 分間 50℃で加熱し、バイアル瓶のヘッドスペース部分をガ
スタイトシリンジで 0.25 ml 採取し FTD 検出器付きガスクロマトグラフ 




































に p 値を用いた。p < 0.05 のとき、統計学的有意差があると判断した。 
 
  
coefficient, r strength of association
0 no correlation
0 < |r| ≦ 0.2 almost no correlation
0.2 < |r| ≦ 0.4 weak correlation
0.4 < |r| ≦ 0.7 correlation
0.7 < |r| < 1.0 strong correlation





3.3.1  SVCs のスクリーニング分析結果 
 
 焼死体 61 体の血液中の CVSs、COHb 飽和度、シアン化物濃度、気道の煤の
量を検査した結果を表５から表７に示す。焼死体は４つのカテゴリーに分類し
た：建物火災による焼死者（36 事例）、屋外での焼死体（2 事例）、灯油による
焼身自殺者（17 事例）、ガソリンによる焼身自殺者（6 事例）。CVSs の検出量は
“trace ,” “detected,” “significantly detected” の 3 つの区分で半定量を行い、半定量
基準は抽出イオンクロマトグラムのシグナル/ノイズ比で決定し、それぞれ≧3、
≧5、≧20 と定めた。 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.3.2 建物火災による焼死の 36 事例 
 




は 34 検体から検出された。 
建物火災による焼死体の血液から得られた典型的なクロマトグラム（表５中








COHb は死後に生産される場合がある。Kojima らの報告 105 によると、CO に
暴露していない死体 7 体の心臓血から 0.3%から 6.0%の COHb が検出されている。
また、生前の喫煙は COHb 飽和度の値を高める因子として働くことが知られて
おり、非喫煙者の COHb の平均値は 0.81%、喫煙者は 5.33%であり有意な差が現
れることが報告されている 106。これらの報告から 10%以下の COHb は、火災時
に発生した CO に焼死者が暴露されている証明となり得ない、つまり 10%以下
は解剖所見として有効ではないと考えられる。今回検証した 36 検体のうち、7
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3.3.3 灯油による焼身自殺の 17 事例 
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図１４. 灯油を使用した焼身自殺者 No. 43 の血液を分析した結果得られた m/z 
104 における（スチレンのベースピーク）抽出イオンクロマトグラム、お
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図１５. ガソリンを使用した焼身自殺者 No. 57 の血液を分析した結果得られた
m/z 104 における（スチレンのベースピーク）抽出イオンクロマトグラム、
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3.3.5 CVSs の検出数が少ない事例 
 
いくつかの焼死体（表６および表７中の No. 33, 37, 38, 54, 55）からはあまり
CVSs が検出されない、もしくはピーク面積値が極めて小さい場合があった。こ




と考えられた。また、No. 33 および No. 54 は焼損が激しく、体表のほとんどに
炭化が観察され、さらに血液が凝血塊もしくは軟凝血塊であった。そのため、
CVSs を抽出する過程で、物理的に CVSs の揮発が抑制されたと考えられた。No. 
55 は公園内で灯油を用いて自殺を図ったが、軽度の火傷で数分間生存してから
死亡したことが確認されている。このことから使用した灯油の量は非常に少な



















3.3.6 CVSs 検出頻度の算出 
 
 CVSs のうち特徴的な化合物の検出頻度を算出し、焼死の 4 種類の形態から得















 建物火災焼死および屋外焼死の半数以上で C9－C12 直鎖脂肪族炭化水素が 4
つ揃って検出されることはなかったが、灯油およびガソリンを用いた焼身自殺
者の大多数で C9－C12 直鎖脂肪族炭化水素が 4 つ揃って検出された。特に灯油
を用いた焼身自殺者からは C9－C12 直鎖脂肪族炭化水素のいずれかが最大ピー





















































































































































































































































































































































































































































































































3.3.7 血液中の CVSs と COHb、シアン化物、煤の量の関連性 
 
血液中から“顕著に検出された”CVSs の数と COHb 飽和度、シアン化物濃度、
および観察された煤の量の相関性を見積もった（図１６A から F）。煤の量は肉
眼所見により 5 段階に分類し、1 : 煤は観察されない、2 : 咽頭・喉頭部のみ煤




















































+++で示された CVSs）と COHb 飽和度（A: 建物火災 ○、B: 灯油◆およ
びガソリン▲による焼身自殺）、シアン化物濃度（C: 建物火災、D: 焼身















































































































































































































































































3.4.1 CVSs 検出頻度の考察 
 




























3.4.2 CVSs の発生源 
 
 建物火災焼死の 36 事例すべてにおいてスチレンが検出された。スチレンは主
に多種多様なプラスチック製品の熱分解により発生し、ポリスチレン 108,109、ス
チレン-メチルアクリレート共重合体 110、ポリジビニルベンゼン 111 のようなスチ
レン構造主体ビニル型ポリマー、ポリ塩化ビニル 112,113、ポリフッ化ビニル 114、


























3.4.3 血液中の CVSs と COHb、シアン化物、煤の量の関連性 
 
 建物火災焼死の場合、“顕著に検出された”CVSs の数が 15 以下のときでさえ
中程度から高濃度の COHb 飽和度およびシアン化物濃度を示した。それとは対
照的に、ガソリンや灯油を用いた焼身自殺の場合、COHb 飽和度およびシアン化





したことにより発生する CVSs より助燃剤の蒸気に由来する CVSs の方が多いと





















































































































































































































































































































































































































































































































































































3. 5 結論 
 




度が 0.25 g/ml 未満、または気道に煤が観察されない等、焼死における重要な解
剖所見が失われている場合であっても CVSs は検出することが可能であった。し















種類を特定することを可能にした。しかしながら、61 検体のうち 5 検体は検出
された CVSs が非常に少なかった。このうち 2 検体は屋外での焼死であり、周辺
に CVSs の発生源となる素材が乏しかったためであると考えられた。他の 2 検体
は焼損が激しい焼死体であり、血液が凝血塊、あるいは軟凝血塊となっていた
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combustion-derived volatile substances 燃焼由来揮発性物質 
 
VOC（⼜は VOCs） 
volatile organic compound(s) 揮発性有機化合物 
 
LC 
liquid chromatography 液体クロマトグラフィー 
 
GC 
gas chromatography ガスクロマトグラフィー 
 
GC-MS 
gas chromatograph-mass spectrometer ガスクロマトグラフ質量分析計 
 
I.S. 
internal standard 内部標準 
 
MCF 
methyl chloroformate クロロギ酸メチル 
 
RSD 
relative standard deviation 相対標準偏差 
 
LOD 






carbon monoxide ⼀酸化炭素 
 
COHb 
carboxyhemoglobin ⼀酸化炭素ヘモグロビン 
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